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A medula espinhal tem sido considerada um potencial sítio de modulação da 
inflamação e não apenas uma simples linha de transmissão da periferia para o 
cérebro. O reflexo da raiz dorsal (RRD) caracterizado pela atividade antidrômica nas 
fibras aferentes primárias pode interferir na inflamação periférica. Neste contexto, 
estudos anteriores demonstraram que a administração de morfina intratecal resulta 
em efeito antiedematogênico com envolvimento da via L-arginina/ Óxido Nítrico (NO)/ 
GMPc. O presente estudo estende esses resultados a fim de avaliar a hipótese do 
envolvimento dos canais de potássio em tal efeito. As drogas foram injetadas na 
intratecal de ratos Wistar machos em volume de 20 µL, 30 min antes do estímulo 
edematogênico da carragenina (CG -150 µg/50µl, subcutâneo) na pata posterior 
direita. A avaliação do edema foi medido como aumento de volume da pata (ml) e pelo 
extravasamento plasmático pelo corante azul de Evans. A migração de neutrófilos foi 
avaliada indiretamente pelo ensaio da mieloperoxidase (MPO). A quantificação do 
infiltrado inflamatório e congestão vascular ocorreu através da análise histológica. A 
administração de morfina (37 nmol) inibiu o edema inflamatório, o extravasamento do 
corante azul de Evans e a congestão vascular. Entretanto, não teve efeito na atividade 
da MPO e no infiltrado inflamatório. A coadministração da morfina (37 nmol) com 4-
aminopiridina (10 nmol), Glibenclamida (5 nmol) e Dequalinium (10 pmol) reverteu o 
efeito inicial da morfina. Estes resultados suportam a idéia de que a morfina pode 
atuar em receptores opióides medular produzindo efeito antiedematogênico, mediado 
pela abertura de canais de potássio, via NO/GMPc. 
Palavras-chave: Edema. Reflexo da Raiz Dorsal. Morfina. Canais de Potássio.   
 

 AB STRACT 
 
The spinal cord has been considered as a potential modulation site of inflammation 
and not just a simple transmission line from the periphery to the brain. The dorsal root 
reflex (RRD) characterized by antidromic activity in the primary afferents fibers can 
modulate the peripheral inflammation. In this context, previous studies showed that 
administration of morphine results in anti-edematogenic effect with involvement of L-
arginine / nitric oxide (NO) / cGMP. This study extends these findings to assess the 
hypothesis of the involvement of potassium channels in this effect. The intrathecal 
drugs were injected in male Wistar rats (250-350 g) in a volume of 20 µL and 30 min 
after it received carrageenan (150 µg/50 µl, subcutaneous) in the left hindpaw. The 
evaluation of edema was measured as increase in paw volume (ml) and with the 
plasma extravasation of Evans blue staining. The migration of neutrophils was 
assessed indirectly by testing the myeloperoxidase (MPO). The quantification of 
inflammatory infiltrate and vascular congestion were quantified by histological analysis. 
The administration of morphine (37 nmol) inhibited the edema, Evans blue dye leakage 
and. vascular congestion. However, had no effect on the inflammatory infiltrate and on 
the MPO activity in comparison to vehicle group. The coadministration of morphine (37 
nmol) with 4-aminopyridine (10 nmol), glibenclamide (5 nmol) and Dequalinium (10 
pmol) reversed the effect of morphine. These results support the idea that morphine 
can act on spinal opioid receptors to produce antiedematogenic effect in periphery, 
mediated by the opening of potassium channels via NO/cGMP. 
Keywords:  Edema. Dorsal root reflex. Morphine. Potassium channel.  
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1. INTROD UÇÃO 
 
 
1.1 INFLAMAÇÃO  
A inflamação é um mecanismo fisiopatológico em resposta à invasão por um 
agente infeccioso, ou por uma lesão de origem variada (térmica, química, física ou 
mecânica), ou ainda mesmo por uma reação autoimune, que resulta em um conjunto 
de reações locais e gerais do organismo. Este processo é composto por vários 
fenômenos que se associam e se complementam uns aos outros formando uma 
reação em cascata que envolve uma complexa interação das células inflamatórias 
(neutrófilos, linfócitos, monócitos/macrófagos, plaquetas) e vasculares (endoteliais e 
células da musculatura lisa) (TEDGUI; MALLAT, 2001). 
A resposta inflamatória têm por objetivo destruir, diluir ou isolar o agente 
lesivo, sendo, portanto, uma reação de defesa, e posteriormente de reparação do 
dano tecidual. Ela ocorre no tecido conjuntivo vascularizado, no plasma, nas células 
circulantes, nos vasos sanguíneos e nos componentes extravasculares do tecido 
conjuntivo. As células circulantes incluem neutrófilos, monócitos, eosinófilos, linfócitos, 
basófilos e plaquetas. Na reparação, o tecido agredido é substituído pela regeneração 
de células parenquimatosas ou por tecido fibroblástico (CHANDRASSOMA; TAYLOR, 
1993). 
Este processo inflamatório divide-se em agudo e crônico.  
 
 
1.1. 1 I nf lamação  Aguda 
A inflamação aguda tem um curso relativamente curto, abrangendo alguns 
minutos, horas ou dias e é independente da natureza do agressor, com resposta 
muito similar, mesmo em grande variedade de estímulos (SIQUEIRA JÚNIOR; DANTAS, 
2000) com a caracterizaçnao de  sinais cardinais de calor, rubor, dor e edema. Estes 
sinais ocorrem devido ao aumento do fluxo sanguíneo, aumento da permeabilidade 
vascular, exsudação leucocitária, liberação de agentes álgicos e mediadores químicos 
da inflamação (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000; RANG et al., 2007). 
Este mecanismo é retratado por três eventos principais, sendo: as 
alterações no calibre vascular, as mudanças estruturais na microvasculatura e a 
emigração de leucócitos da microcirculação ao foco de agressão (MEDEIROS et al., 
1995; COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000), sendo estes denominados em eventos 
vasculares e celulares.  
 
 
1.1. 2  Eventos  Vascul ares 
 Os eventos vasculares ocorrem imediatamente após um estímulo 
inflamatório e compreendem alterações do fluxo e do calibre dos vasos sanguíneos. 
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Inicialmente ocorre uma vasoconstrição em arteríolas e vênulas seguida de 
uma vasodilatação, que envolve em primeiro plano as arteríolas e em seguida a 
abertura de novos leitos capilares na região. Essa reação gera um aumento do fluxo 
sanguíneo, responsável pelo calor e rubor (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000). 
A estase do sangue no foco inflamatório associada ao aumento da 
permeabilidade das vênulas pós-capilares tem como consequência a exsudação de 
líquido plasmático do sangue para os tecidos. 
Este extravasamento de líquido, rico em proteínas plasmáticas, reduz a 
pressão osmótica intravascular e aumenta a pressão osmótica do líquido intersticial. 
Este fenômeno, associado ao aumento da pressão hidrostática secundária a 
vasodilatação, contribui para a saída de líquido do sangue para o meio intersticial 
formando o edema inflamatório (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000). Líquido que 
atravessa para o interstício devido a contração das células endoteliais, principalmente 
em vênulas, que leva à formação de lacunas (gaps) intercelulares e alargamento da 
junção intercelular. Esse fenômeno ocorre em virtude da concentração ativa dos 
filamentos de actina e miosina das células endoteliais. O mecanismo é desencadeado 
pela histamina, bradicinina e outras classes de mediadores químicos (GARCIA LEME; 
HAMAMURA, 1974; COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000). 
Em seguida ocorre o desencadeamento dos eventos celulares. 
 
 
1.1. 3 Eventos Ce l ular es 
Quando o sangue flui normalmente, as células sanguíneas seguem por um 
eixo axial, e o plasma segue pela periferia em contato com o endotélio. A diminuição 
da velocidade do fluxo sanguíneo, ocasionada pela vasodilatação durante a 
inflamação, faz com que os leucócitos entrem em contato com a parede dos capilares 
e vênulas. Esse processo é chamado marginação (ALI et al., 1997). 
Após a marginação, os leucócitos isolados colocam-se em fileiras e 
deslocam-se lentamente ao longo do endotélio no processo chamado rolagem. Após 
esse processo os leucócitos aderem à superfície endotelial. A adesão leucocitária é em 
grande parte determinada pela ligação entre as moléculas de adesão complementares 
nos leucócitos e nas superfícies endoteliais. Os mediadores químicos e agentes 
inflamatórios afetam esse processo por promoverem uma modulação na expressão 
superficial ou na avidez destas moléculas de adesão, resultando em maior 
adesividade. Alguns agentes atuam, nos leucócitos, outros, sobre as células 
endoteliais e outros, ainda, em ambos os tipos celulares (ALI et al., 1997). 
Nos leucócitos não estimulados, glicoproteínas de adesão encontram-se 
presentes em vesículas intracelulares e na superfície celular. Certos mediadores 
inflamatórios estimulam um aumento rápido dessas proteínas da superfície 
leucocitária, resultando em maior adesividade ao endotélio (COTRAN; KUMAR; 
COLLINS, 2000).  
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Depois da firme adesão os leucócitos lançam pseudópodos nas junções 
endoteliais e passam a se posicionar entre as células endoteliais e a membrana basal. 
Por fim, atravessam a membrana basal e escapam para o espaço extravascular, este 
processo é denominado emigração. Isso acontece com neutrófilos, basófilos, 
monócitos, linfócitos e eosinófilos (ALI et al., 1997). 
Após, o extravasamento, os leucócitos migram nos tecidos para à região da 
agressão por um processo chamado quimiotaxia. Todos os granulócitos, monócitos e, 
em menor grau, os linfócitos respondem a estímulos quimiotáticos com taxas variáveis 
de velocidade (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000). 
Os neutrófilos merecem destaque neste processo inflamatório agudo por 
representarem a primeira linha de defesa (NAUSEEF, 2007). Os neutrófilos contêm 
quatro compartimentos intracelulares cujo conteúdo pode ser secretado durante a 
ativação celular: grânulos primários (azurófilos), grânulos secundários (específicos), 
grânulos terciários e as vesículas secretoras. Nos grânulos primários encontram-se os 
principais componentes citotóxicos desse sistema fagocitário, destacando-se a enzima 
mieloperoxidase (MPO) (PLIYEV, 2008).  
A mieloperoxidase é expressa em grande quantidade nos neutrófilos e, em 
menor quantidade, nos monócitos ou macrófagos, participando da resposta inata pela 
formação de oxidantes e espécies reativas de oxigênio (MALLE et al., 2007). É visto 
que a MPO é um importante marcador de neutrofilia na inflamação e sepse (FAITH et 
al., 2007).  
Tanto os eventos vasculares quanto celulares são controlados 
(desencadeado, conduzido e extinto) pela presença de um grupo de substâncias, os 
mediadores químicos, cada um com um papel específico atuando em estágios 
definidos da reação inflamatória. Estes mediadores podem ser exógenos e endógenos 
(DE PAOLA, 1988). 
 
 
1.1. 4  Mediadores  Quím i cos 
A sequência exata de aparecimento dos vários mediadores químicos e a 
dependência ou independência entre eles ainda é muito especulativa, e muitos 
mediadores químicos ainda serão identificados e suas funções nessa orquestra serão 
compreendidas (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000). 
Os mediadores podem originar-se do plasma, das células e do tecido 
agredido. Sendo divididos nos seguintes grupos: aminas vasoativas (histamina e 
serotonina); proteases plasmáticas (sistema de cinina: bradicinina, sistema 
complemento, sistema de coagulação - fibrinolítico); metabólitos do ácido 
araquidônico (via cicloxigenase, via lipoxigenase); proteases lisossômicas; radicais 
livres derivados do oxigênio; fatores ativadores das plaquetas (FAP); citocinas e óxido 
nítrico (NO) (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000; RANG et al., 2007). 
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Neste contexto, há de se evidenciar a participação ativa das células 
neuronais no processo inflamatório, que não somente conduzem os estímulos dos 
tecidos lesados para o sistema nervoso central, como também secretam substâncias 
neuropeptídicas através de suas terminações periféricas, sendo essas substâncias 
consideradas como mediadores do componente neurogênico da inflamação nos 
tecidos periféricos (MAGGI; MELLI, 1988; FANTINI et al., 1995).  
 
 
1.1. 5 Medi ador es  Neurogênicos 
A participação então dos neurônios sensoriais como secretores de 
substâncias que podem interferir no processo inflamatório periférico ocorre pela ação 
vasodilatadora arteriolar e pelo aumento da permeabilidade vascular (SZOLCSÁNYI, 
1988), fatores provedores da formação do edema no processo inflamatório.   
Os terminais aferentes primários iniciam essa participação liberando 
peptídeos vasoativos, denominados de substância P (SP), neurocinina A, B e K (NKA, 
NKB e NKK), peptídeo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e o polipeptídeo 
vasoativo intestinal (VIP) (HOLZER, 1988; MAGGI, 1995; MEYER et al., 2006). 
Em 1931, von Euler e Gaddum descreveram pela primeira vez a substância 
P. Atualmente, muitas evidências vêm se acumulando sugerindo que este 
undecapeptídeo, pertencente à família das taquicininas, é liberado de certas fibras 
sensoriais atuando como um neurotransmissor ou neuromodulador (OTSUKA; 
YOSHIOKA, 1993). A SP é o agonista de maior afinidade dentre as taquicininas para o 
receptor NK1, enquanto que NKA e NKB, exibem alta afinidade pelos receptores NK2 e 
NK3, respectivamente (REGOLI et al., 1994). Essas taquicininas causam 
extravasamento plasmático  (LEMBECK; HOLZER, 1979; FERRELL; RUSSELL, 1986; 
JACQUES et al., 1989). 
O efeito edematogênico da SP que é prevenido por antagonistas de 
receptor NK1 (LEMBECK et al., 1992) ocorre através de um efeito direto na 
vasculatura onde libera NO de células endoteliais (WEIDNER, 2000) resultando em 
efeito vasodilatador 100 vezes superior à histamina em idênticas concentrações 
molares (FOREMAN, 1987), ou indiretamente pela liberação de histamina dos 
mastócitos (MEYER et al., 2006). Outras ações da SP liberada perifericamente incluem 
o aumento da proliferação e da função das células T (PAYAN et al., 1983); ativação da 
produção de citocinas pelos mastócitos (JEURISSEM et al., 1994) e aumento da 
expressão de moléculas de adesão nas células endoteliais (NAKAGAWA et al., 1993). 
Alternativamente, pode haver mobilização de ácido araquidônico, via fosfolipase A2 e 
também aumento de monofosfato de adenosina cíclico, via adenilato ciclase 
(MITSUHASHI et al., 1994). 
Altas concentrações de SP e de seu receptor preferencial NK1 são 
encontradas em fibras aferentes primárias (KURAISHI et al., 1989; HANESCH et al., 
1993). Além disso, as taquicininas participam nos interneurônios no corno dorsal da 
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medula espinhal, sugerindo um importante envolvimento da SP na modulação do 
sistema nervoso (BATTAGLIA; RUSTIONI, 1988; NOGUSHI; RUDA, 1992; CUELLO et al., 
1993). 
A SP  está frequentemente presente num mesmo neurônio com o CGRP, e a 
liberação de SP  pode provocar a co-liberação de CGRP ou, adicionalmente, mais SP 
(WALLENGREN, 1987).  
O CGRP é encontrado nos nervos perivasculares e induz uma intensa 
vasodilatação mais lenta, progressiva e de maior duração comparada a SP (SCHOLZEN 
et al., 1998; WALLENGREN, 1997) por ação em receptores específicos (CGRP1R e 
CGRP2R) acoplados a proteína G (AIYOR; RAND; ELSHOURBAGY, 1996; LUEBKE et al., 
1996; NAGHASHPOUR et al., 1997) mediante mecanismos tanto dependentes quanto 
independentes de óxido nítrico (WEIDNER et al., 2000; BULL et al., 1996; GOLDSMITH 
et al., 1996; RALEVIC  et al., 1992). Sua habilidade para liberar histamina de 
mastócitos é fraca ou mesmo nula (WEIDNER et al., 2000; HUTTUNEN, et al. 1996). 
Entretanto, ele potencializa a formação de edema induzida por IL-1 e IL-8, aumenta a 
expressão e síntese de IL-8 em células endoteliais (ANSEL et al., 1997), é 
quimiotático para neutrófilos (CAPPUGI, et al. 1990) e aumenta a translocação de 
selectina P e a expressão de ELAM-1 (molécula de adesão) (HSIEH; LIN, 1999). 
O peptídeo vasoativo intestinal (VIP) é liberado na inervação da derme e 
epiderme, folículos pilosos, glândulas sudoríparas, células de Merkel e em nervos 
perivasculares (LOTTI et al., 1995; HARTSCHUH et al., 1983). Mastócitos, leucócitos 
polimorfonucleares e eosinófilos também são fontes de VIP na pele (LOTTI et al., 
1995). O VIP interage com vários receptores, tanto na pele quanto em outros 
sistemas, com afinidade variável ( HARMAR e LUTZ, 1994).  
A aplicação intradérmica de VIP induz a formação de pápula via liberação 
de histamina mastocitária (LOWMAN et al., 1988) e vasodilatação por relaxamento da 
musculatura lisa de vasos sanguíneos (WALLENFREN, 1997; NILSOON e MAEPEA, 
1987). Mastócitos respondem ao VIP com rápida liberação de histamina 
(independente de IgE). A pápula eritematosa formada após injeção intradérmica é 
comparável àquela obtida com SP (HUTTUNE et al., 1994).  
Embora a ação efetora dos neurônios sensoriais seja atribuída, em parte, a 
um reflexo axonal local estimulado pela lesão, esta também é decorrente da 
estimulação destes mesmos neurônios no corno dorsal da medula espinhal (REES et 
al., 1994; SLUKA et al., 1995b). As fibras sensoriais que podem contribuir para o 
desenvolvimento da inflamação com mediadores neurogênicos, são as fibras C e Aδ, 
consideradas fibras nociceptivas (WILLIS, 1999, LIN et al., 2000). Lin e colaboradores 
(1999), demonstraram que parte da vasodilatação e do edema após uma injeção 
intradérmica de capsaicina ocorre por uma atividade antidrômica mediada pela medula 
espinhal, decorrente de um reflexo que pode ser registrado na raiz dorsal.  
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1.2 REFLEXO DA RAIZ DORSAL 
Como paradigma da transmissão de uma informação sensorial para o  
sistema nervoso central através do corno dorsal da medula espinhal, pelas raízes 
dorsais, a atividade motora emerge a partir do corno ventral. Entretanto, sob algumas 
circunstâncias uma atividade pode ser detectada emergindo da medula espinhal 
através das raízes dorsais, ou seja, percorrendo de forma antidrômica as fibras 
sensoriais primárias. Esse achado foi descrito primeiramente por Gotch e Horsley em 
1891 e depois redescoberto por Matthews em 1934 e Barron e Matthews em 1935. 
Esta descarga direta para trás de Gotch e Horsley tem sido objeto de investigações e 
é relatada como Reflexo da Raiz Dorsal (RRD) (WILLIS, 1999) que modula a 
inflamação ao causar a liberação de peptídeos vasoativos e possivelmente 
prostaglandina E2 (SLUKA et al., 1995b; AVERBECK et al., 2001 e CHOPRA et al., 
2000) dos nociceptores nos tecidos periféricos, as quais contribuem para o processo 
inflamatório. 
O mecanismo envolvido na deflagração do RRD envolve um processo de 
despolarização das fibras aferentes nociceptivas na medula espinhal, denominada PAD 
(“primary afferent depolarization”). Esta despolarização é parcialmente responsável 
por um tipo de inibição conhecida como inibição pré-sináptica, por causar uma 
inativação de canais de sódio (Na+) e de cálcio (Ca2+), e um aumento na condutância 
de íons cloreto (Cl-) e íons potássio (K+), estas ações resultam na redução da 
amplitude dos potenciais de ação que invadem os terminais pré-sinápticos. A redução 
do tamanho do potencial de ação pré-sináptico pode resultar em um menor influxo de 
íons Ca2+ para dentro do terminal pré-sináptico e, assim, diminuir a quantidade de 
neurotransmissor a ser liberada (WILLIS, 2006). 
A inibição pré-sináptica e a PAD podem ser bloqueadas por antagonistas de 
receptores GABAA, implicando a participação de interneurônios que liberam o ácido 
gama aminobutírico (GABA) nestes processos. A razão pelas quais os terminais 
aferentes são despolarizados explica-se pela alta concentração de íons Cl- nos 
neurônios aferentes primários. A ativação desses receptores GABAA permitem o efluxo 
destes íons, resultando em despolarização. A alta concentração de íons Cl- no interior 
destas células é mantida por um cotransportador de Na+ - K+ - Cl-, o NKCC1, que 
carreia dois íons Cl-, um Na+ e um K+ através da membrana celular para dentro do 
citoplasma (WILLIS, 1999; WILLIS, 2006). 
Embora a PAD seja normalmente um evento inibitório, pode ser convertido 
em um mecanismo excitatório se o RRD for deflagrado. Por exemplo, durante um 
processo inflamatório periférico, o processo de PAD é intensificado o suficiente para 
evocar um potencial de ação que pode ser conduzido centrifugamente e liberar 
neuropeptídeos no tecido periférico, assim como liberar neurotransmissores no corno 
dorsal por uma ação centrípeta (WILLIS, 1999). 
A manipulação espinhal de alguns neurotransmissores pode modular a 
despolarização das fibras aferentes e consequentemente modificar um evento 
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inflamatório periférico (REES et al., 1994). O bloqueio espinhal de receptores GABAA 
(SLUKA et al., 1993) e não-NMDA (N-metil-D-aspartato) (SLUKA et al., 1994) 
reduziram o edema em articulação inflamada com carragenina. O bloqueio de 
receptores não- NMDA também aboliu quase completamente os reflexos da raiz dorsal 
e preveniu o flare (região avermelhada ao redor do sítio de lesão) e o edema 
causados por injeção intradérmica de capsaicina (LIN et al., 1999). Uma possível 
explicação para este fato é que os terminais centrais dos aferentes primários liberam 
aminoácidos excitatórios, como o glutamato, o qual ativa receptores não-NMDA nos 
interneurônios GABAérgicos, causando, então, liberação de GABA que irá agir em 
receptores localizados nos terminais centrais dos aferentes primários (Figura 1) 
(SLUKA et al., 1995b; WILLIS, 1999).  
Os receptores NMDA também estão presentes nestes terminais aferentes, 
mas são considerados auto-receptores, por responderem mais à liberação de 
glutamato dos próprios aferentes do que ao glutamato liberado de interneurônios 
(WILLIS, 1999).  
Figura 1.1: Ilustração do Reflexo Axonal e do Reflexo da Raiz Dorsal. Em A, a 
injeção intradérmica de capsaicina causa vasodilatação local por um mecanismo denominado 
reflexo axonal, bem como ativação da via nociceptiva na medula. Em B, a injeção de capsaicina 
ativa circuitos medulares que resultam no reflexo da raiz dorsal, o qual produz vasodilatação na 
região adjacente à lesão. O circuito do corno dorsal envolve receptores de glutamato não-
NMDA e receptores GABAA, e a informação nociceptiva é transmitida para neurônios de projeção 
via ativação de receptores NMDA (Modificado de WILLIS, 1999). 
 
Estudos imunohistoquímicos mostram que os terminais centrais dos 
neurônios aferentes primários no corno dorsal da medula espinhal são imunopositivos 
para o glutamato, mas não para o GABA (DE BIASI; RUSTIONI, 1990; PHEND et al., 
1992). 
Estes dados estão de acordo com a explicação de que os terminais 
aferentes liberam glutamato no corno dorsal da medula espinhal, que irá agir nos 
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interneurônios. Por outro lado, a maioria dos interneurônios são imunopositivos para 
GABA (TODD; MCKENZIE, 1989). Morfologicamente, a interação dos interneurônios 
GABAérgicos com os terminais aferentes ocorre via sinapses axoaxônicas ou 
dendroaxônicas, sendo estes interneurônios pré-sinápticos, ou seja, seu conteúdo é 
liberado e age nas fibras dos terminais aferentes, considerados neste caso como pós-
sinápticos (BARBER et al., 1978; BERNARDI et al., 1995). 
Os neurônios aferentes primários, incluindo os nociceptores, contém uma 
variedade de receptores em toda sua extensão. O papel destes receptores na 
despolarização dos aferentes primários ou na inibição pré-sináptica é ainda incerto. 
Porém, alguns destes receptores estão envolvidos na inibição pré-sináptica sem 
deflagrar despolarização, como é o caso dos receptores GABAB e dos receptores 
opióides. GABA agindo em receptores GABAB causa inibição pré-sináptica por bloqueio 
dos canais de Ca2+ voltagem-dependentes ou aumento da condutância a íons K+, 
todavia, os aferentes primários não são despolarizados. Os opióides, ao agirem em 
seus receptores localizados nos terminais aferentes, ao mesmo tempo que 
hiperpolarizam estes neurônios também os tornam mais suscetíveis à inibição pré-
sináptica (WILLIS, 1999). 
 
1.3 OPIÓIDES E O EDEMA INFLAMATÓRIO 
Os receptores opióides estão amplamente expressos no sistema nervoso 
central e sua ativação resulta em potente analgesia via inibição da transmissão 
nociceptiva ascendente excitatória e ativação de sistemas de inibição descendente 
(FIELDS et al, 2006; YAKSH, 2006). Na periferia os receptores estão localizados nos 
corpos celulares do gânglio da raiz dorsal das fibras aferentes primárias (WANG e 
WESSENDORF, 2001) com expressão também nos terminais periféricos dos neurônios 
aferentes primários (STEIN, 1995 e 2001). 
Estudos farmacológicos identificaram os três principais subtipos de 
receptores opióides, sendo então o Mu (µ), o delta (δ) e o kappa (κ). Estes 
receptores possuem sete domínios transmembrana, são acoplados a proteína G e 
compartilham de homologia na sua estrutura. As endorfinas são os ligantes 
endógenos do receptor do tipo µ, ao qual a morfina se liga com grande afinidade. As 
encefalinas ligam-se aos receptores δ com grande afinidade. As dinorfinas ligam-se 
aos receptores κ. Os peptídeos opióides não se ligam exclusivamente a um tipo de 
receptor, mas apresentam afinidade maior ou menor por um determinado tipo 
(PRZEWLOCKI e PRZEWLOCKA, 2001). 
O papel dos receptores opióides localizados no sistema nervoso central 
(SNC) e sistema nervoso periférico, na dor inflamatória está bem estabelecido. 
Entretanto, é demonstrado que agonistas de receptores µ opióides podem reduzir 
outras manifestações da inflamação, como o edema, cujo mecanismo de ação é ainda 
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incerto (JORIS et al., 1990; PERROT et al., 1999; WHITESIDE et al., 2005; BROCK; 
TONUSSI, 2008; BOETTGER et al., 2010).  
A inflamação pode modular a função desses receptores periféricos (SELLY 
et al., 1993; INGRAM; WILLIAMS, 1994; ANTONIJEVIC et al., 1995; MOUSA, 2003; 
ZOLLNER et al., 2003) e a administração sistêmica de morfina produz redução 
substancial do extravasamento (HARGREAVES et al., 1988; JORIS et al., 1990) e do 
edema (HARGREAVES et al., 1988; JORIS et al., 1990; SACERDOTE et al., 1996; 
WALKER et al., 1996; ALEBOUYEH et al., 2002; AMANN et al., 2002; WHITESIDE et al., 
2005). Este efeito antiedematogênico é visto também pela administração de morfina 
intratecal em modelo de carragenina na pata (BROCK; TONUSSI, 2008) e em modelo 
de artrite induzida por antígeno (BOETTGER et al., 2010), o que não foi visto pela 
administração local (WHITESIDE et al., 2005). 
A habilidade da morfina, atuando diretamente em neurônio nociceptor 
periférico, em bloquear a hipernocicepção inflamatória é consequente a estimulação 
do NO e abertura de canal KATP (CUNHA et al., 2010). A via do efeito 
antiedematogênico da morfina intratecal ainda é inconclusiva, mas já se demonstra o 
envolvimento da via L-arginina/NO/GMPc (BROCK; TONUSSI, 2008). E em contrapartida 
do mecanismo analgésico da morfina pode haver envolvimento também dos canais de 
potássio no efeito e antiedematogênico. 
 
 
1.4 CANAIS DE POTÁSSIO  
 Os canais de potássio ocupam papel importante no potencial de membrana 
das células excitáveis sendo um dos canais iônicos mais amplamente distribuídos, que 
podem ser encontrados na membrana plasmática de quase todas as células animais, 
fundamentalmente mantendo o potencial de membrana onde através da sua abertura, 
irá restabelecer o potencial de repouso, repolarizando e portanto finalizando o 
período do potencial de ação, disparado anteriormente (GRISSMER et al., 1997).  
 A atividade dos canais de K+ é em grande parte controlada por ações que 
influenciam as proteínas do canal. Alguns canais de K+ são constitutivamente ativos, 
mas a maior parte deles agem transitoriamente, sendo abertos por sinais fisiológicos 
como neurotransmissores ou segundos mensageiros. Esse canais pertencentes a uma 
família de proteínas de membrana, e são classificados em quatro tipos: 1) canais de 
potássio sensíveis à voltagem (KV); 2) canais de potássio ativados por Ca2+ (KCa), 
incluindo os de baixa (SKCa), intermediária (IKCa) e alta condutância (BKCa); 3) canais 
de potássio sensíveis ao ATP (KATP) e; 4) canais de potássio retificadores (KIR) 
(JACKSON, 2005; BARANOWSKA et al., 2007).  
Os canais de potássio possuem bloqueadores como a glibenclamida que é 
um bloqueador de canais KATP, a 4-aminopiridina (4-AP) um bloqueador de canais KV, 
o dequalinium um bloqueador de canal SKCa e o tetraetilamônio (TEA) um bloqueador 
inespecífico. Esses canais são modulados por segundos mensageiros, cujo mecanismo 
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mais comumente envolvido, é a fosforilação e desfosfosforilação (CATTERAL et al., 
1991). Evidências ainda apontam que o NO indireta ou diretamente seria capaz de 
ativar múltiplos tipos de canais de potássio (KOH et al., 1995; BOLOTINA et al., 1994; 
ARCHER et al., 1994). 
O NO é um gás difusível envolvido em numerosos processos biológicos no 
sistema cardiovascular, imune e nervoso. A produção do NO ocorre por meio de uma 
reação catalisada pelas enzimas óxido nítrico sintases (NOS): neuronal (nNOS ou 
NOS1), induzida (iNOS ou NOS2) ou endotelial (eNOS ou NOS3). A NOS utiliza como 
substrato a L-arginina, resultando em L-citrulina e NO (MARLETTA, 1993). O processo 
requer oxigênio molecular, dinucleotídeo nicotinamida adenina fosfato (reduzida) 
(NADPH) e co-fatores como mononucleotídeo de flavina (FMN), dinucleotídeo de 
flavina e adenina (FAD), heme, e tetrahidrobiopterina (BH4). Além disso, o Ca2+ é 
requerido para a ativação das isoformas constitutivas. O NO formado, facilmente se 
difunde pelas células ou pelas membranas celulares, e está envolvido na ativação da 
enzima guanilato ciclase solúvel (GCs), que catalisa a conversão de GTP em GMPc. O 
GMPc é um segundo mensageiro que pode atuar através de proteínas quinases ou 
diretamente em canais iônicos, promovendo diversos efeitos conforme o tipo de célula 
e tecido (IGNARRO et al., 1992; MONCADA e HIGGS, 1991), caracterizando assim a 
modulação dos canais de K+ de forma indireta pelo NO pela ativação de proteínas 
quinases dependentes de GMPc (ARCHER et al., 1994).  
O mecanismo de ativação direta do canal de potássio pelo NO pode envolver 
a S- nitrosilação de resíduos críticos de cisteína. A S-nitrosilação modificaria a 
estrutura das proteínas por interação direta ou oxidação de tióis vicinais, resultando 
em diversos efeitos biológicos (BOLOTINA et al., 1994). 
A ativação de canais de potássio permitindo um efluxo de K+ da célula, promove 
redução do potencial de membrana, e hiperpolarização (NELSON; QUAYLE, 1995; JACKSON, 
1998). 
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2 OBJET IVOS 
 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
O objetivo geral deste estudo foi investigar qual o envolvimento dos canais de 
potássio medular no efeito antiedematogênico da morfina administrada por via 
intratecal em ratos, através do modelo de edema de pata induzido por carragenina. 
 
 
2.1. 2 O bjet i v os  Espec í f i co s 
Avaliar o efeito da injeção intratecal de morfina sobre o edema e o 
extravasamento plasmático induzido por carragenina na pata de ratos; 
Avaliar o efeito da injeção intratecal de morfina sobre a migração de 
neutrófilos através da atividade da enzima mieloperoxidase. 
Avaliar o efeito da injeção intratecal de morfina sobre o infiltrado inflamatório 
vascular induzida por carragenina na pata de ratos; 
Verificar o efeito da injeção intratecal de morfina sobre a congestão vascular 
induzida por carragenina na pata de ratos; 
Verificar o efeito da injeção intratecal de um bloqueador de canal de potássio 
voltagem dependente (4-aminopiridina) co-administrado por via intratecal com morfina 
sobre o edema induzido por carragenina na pata de ratos; 
Verificar o efeito da injeção intratecal de um bloqueador de canal de potássio 
sensível ao ATP (Glibenclamida) co-administrado por via intratecal com morfina sobre 
o edema induzido por carragenina na pata de ratos; 
Verificar o efeito da injeção intratecal de um bloqueador de canal de potássio 
de baixa condutância (Dequalinium) co-administrado por via intratecal com morfina 
sobre o edema induzido por carragenina na pata de ratos. 
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3 MATER IA IS E  M ÉTODO S  
 
 
3.1 ANIMAIS  
Os experimentos foram realizados com ratos Wistar (Rattus norvegicus), 
machos e pesando entre 250-350 gramas. Os ratos oriundos do Biotério do Centro de 
Ciências Biológicas da Universidade Federal de Santa Catarina (CCB, UFSC) eram 
transferidos para o Biotério do Departamento de Farmacologia após o desmame e, 
posteriormente, para o biotério do Laboratório de Neurobiologia da Nocicepção 
(LANEN). No LANEN, os ratos foram agrupados em caixas contendo 5 animais e 
mantidos sob temperatura controlada (21 ± 2◦C), ciclo claro/escuro (12 horas de 
claro e 12 horas de escuro) com à água e ração ad libitum. Como tratamento 
profilático os animais foram desvermifugados com albendazol dissolvido em  água (0,4 
mg/ml; total de 500 ml/5 ratos), durante 5 dias consecutivos ao completarem 45 dias. 
Não foram observadas alterações nos experimentos devido ao tratamento prévio. Os 
experimentos foram realizados entre 8:00 e 14:00 horas, após ambientação prévia 
dos ratos por pelo menos 1 hora na sala de experimento. Todos os experimentos 
foram realizados seguindo os preceitos éticos definidos pela Associação Internacional 
para Estudo da Dor e aprovados pelo Comitê de Ética para Uso de Animais (CEUA) da 
UFSC, sob o protocolo 23080.016328/2010-81. Todos os esforços foram realizados 
para minimizar o número de ratos utilizados nos experimentos. 
 
 
3.2 INJEÇÃO INTRATECAL 
A injeção de fármacos pela via intratecal foi realizada segundo o método 
descrito por Mestre et al. (1994). Neste procedimento, os animais foram previamente 
anestesiados com isofluorano (2% em oxigênio hospitalar) e, em seguida, uma agulha 
29 gauge, 12,7 mm de comprimento (Seringa BD Ultra Fine) foi cuidadosamente 
inserida perpendicularmente entre as vértebras L5 e L6 (Figura 3.1). Um leve bater de 
cauda (flick) foi observado quando a agulha entrava no espaço subaracnóideo 
indicando que o canal vertebral foi atingido corretamente e assim, a injeção era 
concluída. O procedimento de injeção intratecal era experimentado apenas uma vez. 
Caso não houvesse “flick” na primeira tentativa de injeção, o animal era excluído do 
experimento. O volume máximo injetado no espaço intratecal foi de 20 µl. 
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Figura 3.1: (A) Figura ilustrativa da injeção intratecal. O diagrama mostra o local de inserção da 
agulha no espaço intervertebral entre L5 e L6. Adaptado por Bressan, 2010 de Mestre et al., 
1994. (B) Foto ilustrativa da administração  intratecal. 
 
3.3 MODELO EXPERIMENTAL: EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA 
O edema de pata induzido pela carragenina é um modelo útil para avaliar a 
contribuição dos mediadores envolvidos nas mudanças vasculares e celulares 
associadas com a inflamação aguda (SALVEMINI et al., 1996; GARCIA-GONZALEZ et al., 
2000). Embora o edema da pata alcance o pico por volta de 3 a 4 horas, persiste por 
mais de 12 horas depois da injeção da carragenina (SALVEMINI et al., 1996; GARCIA- 
GONZALEZ et al., 2000). 
 Utilizou-se o modelo de edema de pata induzido por carragenina em ratos, 
proposto por Winter et al., 1962. A carragenina (tipo kappa/lambda, BDH Chemicals 
Ltd., UK) foi diluída em PBS a uma concentração de 3 mg/ml. Os animais receberam 
50 µl (150 µg) de carragenina intraplantar da pata posterior direita 30 minutos após 
a injeção intratecal. Para a administração, os ratos foram imobilizados em um cone de 
borracha macio apenas o período necessário para a aplicação do agente flogístico. 
 
 
3.4 MENSURAÇÃO DO EDEMA DE PATA  
O edema de pata induzido pela injeção de carragenina foi avaliado com 
auxílio de uma cubeta (10 ml) com solução de sulfato de lauril em água (2,5 %) 
colocada sobre uma balança eletrônica de precisão. Para tal medida, a pata do animal 
foi submergida dentro da cubeta até a altura da articulação tíbiotársica (Figura 3.2) e 
a variação de volume da pata foi calculada pelo aumento do peso da coluna líquida, 
considerando-se que 1 ml de água corresponde a 1 g (densidade da solução da 
cubeta). A fim de padronizar a altura até a qual a pata seria imergida na cubeta para 
as medidas repetidas, uma linha de marcação era delimitada antes das mensurações. 
A primeira medida do edema (medida basal) foi realizada sempre antes da injeção 
intratecal de drogas e, as demais medidas em tempos subsequentes (1, 2, 3 e 4 
horas após a administração de carragenina na pata). Para isso, os ratos foram 
imobilizados em um cone de borracha macio apenas o período necessário para a 
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medida. Os dados são apresentados como a diferença entre o diâmetro da pata 
mensurado imediatamente antes da injeção intratecal e as medidas posteriores 
obtidas ao longo de 4 horas de avaliação. 
 
 
Figura 3.2: Foto ilustrativa da mensuração do edema de pata. 
 
 
3.5 AVALIAÇÃO DO EXTRAVASSAMENTO PLASMÁTICO   
O extravasamento plasmático foi quantificado através do derrame do 
corante azul de Evans na pata. Aos animais previamente sedados com isofluorano 
(2% oxigênio hospitalar) foi administrado o corante azul de evans (25 mg/kg; 0,1 
ml/100 g; i.v.) anteriormente a injeção intratecal e trinta minutos antes da injeção de 
carragenina. Sendo utilizado como acesso venoso a veia gengival, conforme a 
metodologia descrita por De Oliveira et al., 2009. 
Após a mensuração do edema de pata, os animais foram sacrificados por 
aprofundamento anestésico com hidrato de cloral (15%) seguido de decapitação. Em 
seguida, foi realizada a retirada da pata posterior direita na altura da articulação 
tibiotársica. As patas cortadas em pequenos pedaços eram incubadas em solução 
aquosa de formamida (1/1, v/v) por 48 h a 37° C. A densidade óptica do 
sobrenadante foi medida a 600 nm em um espectrofotômetro (modelo Infinite® 200 
PRO, Tecan, Männedorf, Suíça). Os resultados foram expressos como a diferença na 
densidade óptica entre as patas injetadas com carragenina ou salina e tratados com 
PBS ou morfina intratecal (extravasamento plasmático, µg/ml). 
 
 
3.6 DOSAGEM DA ATIVIDADE DA ENZIMA MIELOPEROXIDASE  
A atividade da enzima MPO, utilizada como indicativo da presença de 
leucócitos polimorfonucleares, foi avaliada utilizando a metodologia de Mullane et al., 
1985. Para isso, logo após o experimento de mensuração de edema de pata os 
animais foram sacrificados por aprofundamento anestésico com hidrato de cloral 
(15%) seguido de decapitação, excisão e divulsão da pele na superfície plantar da 
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pata posterior direita, sendo o tecido subcutâneo removido, triturado e 
homogeneizado com auxílio de um homogenizador do tipo Ultra-Turrax, em solução 
tampão 0 (EDTA/NaCl; pH 4,7). O homogenato resultante foi então centrifugado (15 
min, 10.000 r.p.m., 4°C) e o precipitado foi ressuspenso em solução tampão 1 (NaCl 
0,1 M; NaPO4 0,02 M; Na/EDTA 0,015 M; pH 7,4). Posteriormente, foi adicionado 
NaCl 0,2 % e após 30 segundos NaCl 1,6 % contendo glicose 5 %. A solução 
resultante foi centrifugada novamente (15 min, 10.000 r.p.m., 4°C) e o precipitado 
novamente ressuspenso em solução tampão 2 (NaPO4 0,5 M e 5 % de 
hexadeciltrimetilamônio [HTAB]; pH 5,4). As amostras obtidas foram congeladas e 
descongeladas por 3 vezes consecutivas em nitrogênio liquido. Na sequência, as 
amostras foram centrifugadas (15 min, 10.000 r.p.m., 4°C) e 25 µL do sobrenadante 
foram utilizados para o ensaio de atividade da MPO. A reação enzimática desenvolveu-
se em incubadora a 37°C por 5 minutos na presença de tetrametilbenzidina (TMB;1,6 
mM), solução fosfato de sódio (80 mM; pH 5,4) e peróxido de hidrogênio (H2O2; 0,3 
mM). A leitura da absorbância da solução final foi medida com auxilio de um 
espectrofotômetro (modelo Infinite® 200 PRO, Tecan, Männedorf, Suíça) em 650 nm. 
Os resultados foram expressos na forma de unidades de densidade óptica média ± 
erro padrão da média por miligrama de tecido (D.O. 650 nm / mg de tecido).  
 
 
3.7 AVALIAÇÃO HISTOPATOLÓGICA  
A fim de quantificar o infiltrado inflamatório e congestão vascular, os 
animais foram logo após o experimento de mensuração de edema de pata sacrificados 
por aprofundamento anestésico com hidrato de cloral (15%) seguido de decapitação 
e excisão da pata posterior direita. Por conseguinte,  as patas foram ocluídas com 
paraformoldeído 4% por 24 h, após esse período era realizada a divulsão da pele na 
superfície plantar da pata posterior direita, sendo o tecido removido e ocluído 
novamente em paraformoldeído 4% por 12h e até o processamento histológico as 
amostras foram preservadas em álcool 70%. Para o processamento os segmentos 
teciduais foram colocados em cápsulas de plástico e foram sucessivamente 
desidratados em etanol (70o GL, 80o GL e 90o GL e absoluto, respectivamente), 
durante 30 min  em cada etapa. Em seguida, estes foram incubados consecutivamente 
em solução de xilol por 90 min para posterior solidificação em parafina. Cada 
fragmento foi envolto em um suporte quadrado metálico (de Leuckart) e 
imediatamente embebido em parafina líquida. Os quadrados foram então 
armazenados em geladeira para a completa solidificação. Os fragmentos teciduais 
foram cortados à espessura de 4 µm. Posteriormente, procedeu-se a desparafinação 
em banho-maria, e o material foi então transferido para uma lâmina de vidro. A seguir, 
estas lâminas foram secas em estufa à 50oC, durante 24 h e armazenadas à 
temperatura ambiente, para posterior coloração pela hematoxilina- eosina. Os 
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parâmetros histopatológicos avaliados foram a densidade do infiltrado inflamatório e 
congestão vascular. Dois observadores independentes (C.P.F. e A.B.W.M.) que 
desconheciam o tratamento, quantificaram atribuindo uma escala contínua de 0 a 3 (0 
– ausente a 3 – abundante), de acordo com as escalas propostas por MOTOHIRO et 
al., 1986; LOSSOS et al., 2000; VIEIRA et al., 2010 e BOETTGER et al., 2008.  
 
 
3.8 FÁRMACOS UTILIZADOS 
• Carragenina (kappa/lambda, BDH Chemicals Ltd., UK). Veículo: solução fisiológica 
0,9% (Aster, Brasil); 
• Sulfato de Morfina (Dimorf; Cristália, BRA). Veículo: PBS (Phosphate buffered 
saline, pH 7,4; Sigma-Aldrich, USA); 
• 4-Aminopiridina (Tocris, U.S.A.). Veículo: PBS (Phosphate buffered saline, pH 7,4; 
Sigma-Aldrich, USA); 
• Glibenclamida (Tocris, U.S.A.). Veículo: PBS (Phosphate buffered saline, pH 7,4; 
Sigma-Aldrich, USA); 
• Dequalinium (Tocris, U.S.A.). Veículo: PBS (Phosphate buffered saline, pH 7,4; 
Sigma-Aldrich, USA); 
• Cloral hidratado (Vetec Química Fina Ltda, Brasil). Veículo: solução fisiológica 0,9%; 
• PBS (Phosphate buffered saline, pH 7,4; Sigma-Aldrich, USA); 
• Solução fisiológica 0,9% (Aster, Brasil); 
• Azul de Evans (Vetec, Brasil); 
• Anestésico inalatório isofluorano (Virbac, Brasil).  
 
 
3.9 PROTOCOLO EXPERIMENTAL 
O protocolo experimental adotado neste estudo está representado no 
esquema a seguir (Figura 3.3). Os parâmetros avaliados (mensuração do edema de 
pata, atividade da MPO, quantificação do extravasamento plasmático, infiltrado 
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Figura 3.3: Protocolo experimental. Ratos Wistar macho previamente, ambientados, 
identificados, com região tibiotársica delimitada por um halo em tinta esferográfica e medida 
basal aferida, receberam sob efeito de anestesia, inicialmente, (1) uma injeção intravenosa de 
azul de evans, posteriormente (2) uma injeção intratecal com os diferentes tratamentos. (3) 
Após 30 minutos da injeção intratecal, administração s.c. da carragenina ou salina estéril na 
região plantar. Uma hora após a indução do edema, iniciou-se as medidas do volume da pata 
(4). Por fim, coletou-se a pata para avaliação da atividade da mieloperoxidase (MPO) e para 
quantificação do extravasamento plasmático por azul de evans e infiltrado inflamatório e 
congestão vascular por histologia (5).  
 
 
3.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA  
Os dados foram apresentados como a média ± erro padrão da média 
(E.P.M) do número de animais (n) apresentado conforme cada resultado. A análise 
estatística dos dados foi realizada com auxilio do programa Graph Pad Prism 5.0. 
Primeiramente, os dados foram testados quanto a normalidade da distribuição através 
do teste Kolmogorov–Smirnov. Para as análises de extravasamento plasmático, 
avaliação histológica e atividade da MPO utilizou-se análise de variância de uma via 
(ANOVA) e nos demais resultados foi utilizado a análise de variância (ANOVA) para 
medidas repetidas. Posteriormente, foi empregado o teste post hoc de Tukey ou 
Dunnett.  
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4.RESULTADO S  
 
4.1 EFEITO DA ADMINISTRAÇÃO DE MORFINA INTRATECAL NO AUMENTO DE VOLUME 
DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA 
Morfina (9,18 ou 37 nmol; 20 µl) ou PBS (controle; 20 µl) foram 
administradas por via intratecal trinta minutos antes da aplicação intraplantar de 
carragenina na pata posterior direita (150 µg; 50 µl). A maior dose de morfina (37 
nmol) promoveu inibição significativa do aumento de volume de pata quando 
comparado ao grupo PBS (controle) (p < 0,01) (Figura 4.1). Observou-se um efeito 
máximo logo na primeira hora de registro. Doses maiores de morfina (75 e 150 nmol) 
também promoveram inibição significativa do aumento de volume de pata (BROCK, 
2006). Entretanto, Brock, 2006 notou que após a administração das doses de 75 e 
150 nmol foi possível observar alterações comportamentais nos animais, como por 
exemplo, agitação e agressividade. Neste contexto, a dose de 37 nmol foi utilizada 
para os demais experimentos, uma vez que produziu inibição significativa do aumento 
de volume de pata sem causar alterações comportamentais visíveis nos animais. A 
diferença entre o valor da mensuração do edema realizado antes e depois da injeção 
de carragenina corresponde ao aumento de volume representado no eixo y do gráfico. 
 
Figura 4.1: Efeito da morfina intratecal no aumento de volume de pata induzido por 
carragenina. Morfina (9,18 ou 37 nmol; 20 µl, i.t.) ou PBS (controle; 20 µl; i.t.) foram 
administradas 30 min antes da aplicação de carragenina (tempo 0 h). O aumento de volume de 
pata foi avaliado a cada hora durante 4 horas, sendo o primeiro registro realizado 1 hora após 
a administração de carragenina. Os pontos da curva representam a média ± E.P.M. de 6 
animais. ** indica a diferença estatística das curvas em relação ao grupo PBS com p < 0,01 
(ANOVA para medidas repetidas seguida de teste Dunnett). 
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4.2 EFEITO DA ADMINISTRAÇÃO DE MORFINA INTRATECAL NO EXTRAVASSAMENTO 
PLASMÁTICO  
 Morfina (37 nmol; 20 µl) ou PBS (20 µl) foram administradas por via 
intratecal trinta minutos antes da aplicação subcutânea de carragenina na pata 
posterior direita (150 µg; 50 µl). Após as 4 horas de mensuração do aumento de 
volume da pata foi avaliado o extravasamento plasmático, através do corante de azul 
de Evans. A morfina promoveu inibição significativa do extravasamento plasmático 
comparado ao grupo CG + PBS (p < 0,05) (Figura 4.2). É possível observar também 
a diferença entre o grupo solução salina em relação aos grupos que receberam 
carragenina na pata, indicando a eficiência do modelo de edema (p < 0,001). 
 
Figura 4.2: Efeito da administração da morfina intratecal no extravasamento plasmático. A 
morfina reduziu o extravasamento do corante de azul de Evans. Os animais foram tratados com 
morfina (37 nmol, 20 µl, i.t.) ou PBS (20 µl; i.t.) 30 min antes da injeção intraplantar de 
carragenina (150 µg/50µl). O grupo controle do experimento recebeu somente salina estéril, 
concomitante a aplicação de carragenina nos demais grupos. A pata foi coletado imediatamente 
após a realização da última medida do aumento de volume de pata (4° hora). Cada barra 
representa a média ± E.P.M. de 6 animais. Sendo relevante a diferença estatística significante 
entre os grupos CG + PBS e CG + Morfina. * indica a diferença estatística em relação ao grupo 
CG + PBS com p < 0,05. (ANOVA de uma via seguida de teste Tukey).  
 
 
4.3 AVALIAÇÃO DA ADMINISTRAÇÃO DE MORFINA INTRATECAL NA ATIVIDADE DA 
ENZIMA MIELOPEROXIDASE 
 A determinação da atividade da enzima mieloperoxidase foi utilizada como 
medida indireta para avaliar a migração de neutrófilos para a região da pata com 
estímulo flogístico. A administração intratecal de morfina na dose de 37 nmol não foi 
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capaz de alterar a atividade da enzima MPO em comparação ao grupo que recebeu 
PBS intratecal após as 4 horas da administração de carragenina (Figura 4.3). 
Entretanto é possível observar que a atividade da MPO foi aumentada nos animais que 
receberam carragenina na pata em comparação aos que receberam solução salina 
estéril, demonstrando a eficiência do modelo inflamatório e do ensaio enzimático (p < 
0,001) (Figura 4.3). 
 
Figura 4.3: Avaliação da administração de morfina intratecal na atividade da enzima 
mieloperoxidase. Morfina (37 nmol; 20 µl; i.t.) ou PBS (20 µl; i.t.) foram administradas 30 min 
antes da aplicação de carragenina (150 µg/50µl). O grupo controle do ensaio recebeu 
somente salina estéril, concomitante a aplicação de carragenina dos demais grupos. O tecido 
da pata foi coletado imediatamente após a realização da última medida do aumento de volume 
de pata (4° hora). Cada barra representa a média ± E.P.M. de 6 animais. A atividade da 
enzima foi expressa como densidade óptica (DO) a 650 nm por mg de tecido. Não houve 
diferença estatística significante entre os grupos CG + PBS e CG + Morfina. *** indica a 
diferença estatística em relação ao grupo salina com p < 0,001. (ANOVA de uma via seguida 
de teste Tukey).  
 
 
4.4 AVALIAÇÃO DA ADMINISTRAÇÃO DE MORFINA INTRATECAL NO INFILTRADO 
INFLAMATÓRIO E  CONGESTÃO VASCULAR  
 O processo inflamatório foi quantificado através da avaliação histológica da 
densidade do infiltrado inflamatório e congestão vascular no tecido dérmico da região 
plantar com estímulo flogístico. A administração intratecal de morfina na dose de 37 
nmol não foi capaz de alterar significativamente o infiltrado inflamatório (Figura 4.4 
Painel A), porém reduziu a congestão vascular em comparação ao grupo que recebeu 
PBS intratecal após as 4 horas da administração de carragenina (p < 0,05) (Figura 
4.4 Painel B). É possível observar também as diferenças entre os grupos solução 
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salina estéril em relação aos grupos que receberam carragenina na pata, indicando a 
eficiência do modelo inflamatório (p < 0,001). 
Os sinais histopatógicos da inflamação aguda, especificamente a infiltração de células 
inflamatórias e a congestão vascular, que foi acentuada após 4 h em animais tratados 
com PBS (fig. 4.4.1 Painel B) e moderado para infiltrado inflamatório e ausente para 
congestão vascular nos tratados com morfina (fig. 4.4.1 Painel C) estão 
exemplificados na figura 4.4.1. 
 
Figura 4.4: Avaliação da administração de morfina intratecal no infiltrado inflamatório e 
congestão vascular. Morfina (37 nmol; 20 µl; i.t.) ou PBS (20 µl; i.t.) foram administradas 30 
min antes da aplicação de carragenina (150 µg/50µl). O grupo controle da avaliação recebeu 
somente salina estéril, concomitante a aplicação de carragenina dos demais grupos. O tecido 
da pata foi coletado imediatamente após a realização da última medida do aumento de volume 
de pata (4° hora). As alterações histológicas em cada amostra foram analisadas em coloração 
hematoxilina e eosina e foram graduadas de forma contíuna de 0 a 3 para o parâmetro 
infiltrado inflamatório (A) e congestão vascular (B). Cada barra representa a média ± E.P.M. de 
5 animais. Sendo relevante a diferença estatística significante no Painel B entre os grupos CG + 
PBS e CG + Morfina. * indica a diferença estatística em relação ao grupo CG + PBS com p < 
0,05. (ANOVA de uma via seguida de teste Tukey). 
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Figura 4.4.1: Análise comparativa do efeito da  morfina intratecal no infiltrado inflamatório e 
congestão vascular. Morfina (37 nmol; 20 µl; i.t.) ou PBS (20 µl; i.t.) foram administradas 30 
min antes da aplicação de carragenina (150 µg/50µl). O grupo controle da avaliação recebeu 
somente salina estéril, concomitante a aplicação de carragenina dos demais grupos. O tecido 
da pata foi coletado imediatamente após a realização da última medida do aumento de volume 
de pata (4° hora). O infiltrado inflamatório em cada amostra foi analisado em coloração 
hematoxilina e eosina. (A) O corte histológico representativo do grupo salina revela discreto 
infiltrado inflamatório mononuclear com escassos neutrófilos, não havendo evidência de 
congestão vascular, e o infiltrado inflamatório representado nesta lâmina foi considerado score 
0. Os painéis D e G correspondem a imagens amplificadas do respectivo quadrante ilustrado no 
painel A. (B) O corte histológico representativo do grupo CG + PBS revela acentuado infiltrado 
inflamatório mono e polimorfonuclear em derme superficial e profunda, com evidência de 
congestão vascular, e o infiltrado inflamatório representado nesta lâmina foi considerado score 
3. Os painéis E e H correspondem a imagens amplificadas do respectivo quadrante ilustrado no 
painel B. (C) O corte histológico representativo do grupo CG + MOR revela moderado infiltrado 
inflamatório mono e polimorfonuclear em derme superficial e profunda, com menor evidência de 
congestão vascular, e o infiltrado inflamatório representado nesta lâmina foi considerado score 
2. Os painéis F e I correspondem a imagens amplificadas do respectivo quadrante ilustrado no 
painel C. As setas indicam infiltrado de mono (preta) e polimorfonuclear (vermelha). 
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4.5 EFEITO DEPENDENTE DE DOSE DO BLOQUEADOR DE CANAL DE POTÁSSIO, 
DEQUALINIUM, NO AUMENTO DE VOLUME DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA 
 A administração do bloqueador de canal de potássio ativado por cálcio de 
baixa condutância, dequalinium, foi realizada com o objetivo de elucidar a dose 
subefetiva que permitisse posteriormente, verificar o envolvimento do canal de 
potássio no efeito antiedematogênico da morfina intratecal no modelo de edema de 
pata induzido por carragenina. Os animais receberam doses decrescentes que 
variarem entre 0,001 pmol a 10 pmol (Figura 4.5). A diferença entre o valor da 
mensuração do edema realizado antes e depois da injeção de carragenina 
corresponde ao aumento de volume representado no eixo y dos gráficos. 
As doses de 0,001, 0,01 e 0,1 pmol promoveram o aumento de volume de pata. 
Enquanto que as doses de 1 e 10 pmol não alteraram o edema induzido por 
carragenina. Assim, a dose escolhida para os experimentos posteriores foi de 10 
pmol. 
 
Figura 4.5: Efeito dependente de dose do bloqueador de canal de potássio, dequalinium, no 
aumento de volume de pata induzido por carragenina. Dequalinium (0,001 pmol -10 pmol; 20 
µl; i.t.) ou PBS (controle; 20 µl; i.t.) foram administradas 30 min antes da aplicação de 
carragenina (150 µg/50µl) (tempo 0 h). O aumento de volume de pata foi avaliado a cada hora 
durante 4 horas, sendo o primeiro registro realizado 1 hora após a administração de 
carragenina. Os pontos da curva representam a média ± E.P.M. de 6 animais. ** e *** 
indicam a diferença estatística das curvas em relação ao grupo PBS (controle) com p < 0,01 e 
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4.6 EFEITO DEPENDENTE DE DOSE DO BLOQUEADOR DE CANAL DE POTÁSSIO, 4 - 
AMINOPIRIDINA, NO AUMENTO DE VOLUME DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA 
 A administração do bloqueador de canal de potássio relativamente seletivo  
para os membros da família dos canais de potássio voltagem dependentes, 4 - 
Aminopiridina, foi realizada com o objetivo de elucidar a dose subefetiva que 
permitisse posteriormente, verificar o envolvimento do canal de potássio no efeito 
antiedematogênico da morfina intratecal no modelo de edema de pata induzido por 
carragenina. Os animais receberam doses de 10, 20 e 60 nmol (Figura 4.6). A dose 
de 60 nmol promoveu diminuição do aumento de volume de pata (p < 0,05). As 
doses de 10 e 20 nmol foram subefetivas, sendo a dose de 10 nmol de escolha para 
os experimentos subsequentes. A diferença entre o valor da mensuração do edema 
realizado antes e depois da injeção de carragenina corresponde ao aumento de 
volume representado no eixo y do gráfico. 
 
Figura 4.6: Efeito dependente de dose do bloqueador de canal de potássio, 4-Aminopiridina 
no aumento do volume de pata induzido por carragenina. 4-Aminopiridina (10 nmol, 20 nmol e 
60 nmol, 20 µl; i.t.) ou PBS (controle; 20 µl; i.t.) foram administradas 30 min antes da 
aplicação de carragenina (150 µg/50µl) (tempo 0 h). O aumento de volume de pata foi 
avaliado a cada hora durante 4 horas, sendo o primeiro registro realizado 1 hora após a 
administração de carragenina. Os pontos da curva representam a média ± E.P.M. de 6 animais. 
* indica a diferença estatística da curva em relação ao grupo PBS (controle) com p < 0,05. 
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4.7 EFEITO DEPENDENTE DE DOSE DO BLOQUEADOR DE CANAL DE POTÁSSIO, 
GLIBENCLAMIDA, NO AUMENTO DE VOLUME DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA 
A administração do bloqueador de canal de potássio sensível ao ATP, 
Glibenclamida, foi realizada com o objetivo de elucidar a dose subefetiva que 
permitisse posteriormente verificar o envolvimento do canal de potássio no efeito 
antiedematogênico da morfina intratecal no modelo de edema de pata induzido por 
carragenina. Os animais receberam doses de 5, 10, 20 e 40 nmol (Figura 4.7). As 
doses de 20 e 40 nmol promoveram aumento do volume de pata (p < 0,05). As 
doses de 5 e 10 nmol foram subefetivas, sendo a dose de 5 nmol de escolha para os 
experimentos subsequentes. A diferença entre o valor da mensuração do edema 
realizado antes e depois da injeção de carragenina corresponde ao aumento de 
volume representado no eixo y do gráfico. 
 
Figura 4.7: Efeito dependente de dose do bloqueador de canal de potássio, Glibenclamida 
no aumento do volume de edema de pata induzido por carragenina. Glibenclamida (5,10 nmol, 
20 nmol e 40 nmol) ou PBS (controle; 20 µl; i.t.) foram administradas 30 min antes da 
aplicação de carragenina (150 µg/50µl) (tempo 0 h). O aumento de volume de pata foi 
avaliado a cada hora durante 4 horas, sendo o primeiro registro realizado 1 hora após a 
administração de carragenina. Os pontos da curva representam a média ± E.P.M. de 6 animais. 
* indica a diferença estatística da curva em relação ao grupo PBS (controle) com p < 0,05. 
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4.8 REVERSIBILIDADE DO EFEITO ANTIEDEMATOGÊNICO DA MORFINA INTRATECAL 
PELOS BLOQUEADORES DE CANAIS DE POTÁSSIO DEQUALINIUM, 4-AMINOPIRIDINA E 
GLIBENCLAMIDA 
Dando continuidade a investigação do envolvimento dos canais de potássio 
no efeito antiedematogênico da morfina intratecal em edema de pata induzido por 
carragenina, foi realizado um conjunto de experimentos de co-injeção intratecal de 
morfina com as doses subefetivas dos bloqueadores dos canais de potássio, 
invariavelmente 30 minutos antes da administração intraplantar de carragenina, 
respeitando-se o volume total de 20 µl; i.t. Os bloqueadores 4-Aminopiridina (10 
nmol) ou Glibenclamida (5 nmol) ou Dequalinium (10 pmol) co-injetados com morfina 
(37 nmol) reverteram completamente o efeito antiedematogênico da morfina intratecal 
(Figura 4.8). A diferença entre o valor da mensuração do edema realizado antes e 
depois da injeção de carragenina corresponde ao aumento de volume representado 
no eixo y dos gráficos. 
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Figura 4.8: Reversibilidade do efeito antiedematogênico da morfina intratecal pelos 
bloqueadores de canais de potássio,  Dequalinium,  4-Aminopiridina e Glibenclamida. Uma dose 
fixa de morfina (37 nmol) foi co-injetada na intratecal com 4-Aminopiridina (10 nmol) ou 
Glibenclamida (5 nmol) ou Dequalinium (10 pmol). 4-AP, Glibenclamida e Dequalinium 
reverteram o efeito antiedematogênico da morfina quando co-injetados com morfina (Figura  
4.8 Painel A, B e C, respectivamente). As drogas foram administradas 30 minutos antes da 
administração de carragenina. O grupo controle recebeu somente PBS (20µL). O aumento de 
volume de pata foi avaliado a cada hora durante 4 horas, sendo o primeiro registro realizado 1 
hora após a administração de carragenina. Os pontos da curva representam a média ± E.P.M. 
de 6 animais. ** e *** indicam as diferenças estatísticas das curvas em relação ao grupo PBS 
(controle) com p < 0,01 e p < 0,001, respectivamente. (ANOVA para medidas repetidas 
seguida de teste Dunnett. 
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5.  D ISCUSSÃO  
 
 
Desde de sua introdução em 1962 por Winter, Risley e Nuss o modelo de 
edema de pata induzido por carragenina é amplamente utilizado para o estudo da 
inflamação aguda, sendo a formação de edema provavelmente um dos parâmetros 
mais avaliados. Com referência aos mediadores envolvidos neste modelo, é possível 
descrever uma fase inicial com duração de até 2 horas após a injeção de carragenina 
intraplantar, caracterizada pela liberação de histamina, serotonina e bradicinina. Já a 
segunda fase do edema que percorre de 1 a 4 horas após a injeção está relacionada 
com a elevação da produção de prostaglandinas (DI ROSA et al., 1971; DI ROSA; 
WILLOUGHBY, 1971). Em relação a composição celular desta resposta inflamatória, 
sabe-se que a migração e ativação de neutrófilos no foco inflamatório contribui para o 
desenvolvimento do processo e consequente formação de edema, por amplificar os 
mediadores inflamatórios (DI ROSA e SORRENTINO, 1968; VINEGAR et al., 1971). O 
pico de edema se desenvolve dentro de 3 a 4 horas, tornando-se necessária a 
mensuração por pelo menos 4 horas após a aplicação da carragenina.  
Os mediadores neurogênicos também estão presentes durante a inflamação 
periférica. Os neurônios sensoriais estão conduzindo os estímulos dos tecidos para o 
sistema nervoso central e funcionando como eferentes neurosecretores, com a 
liberação de SP e CGRP pelos terminais dos aferentes primários (MAGGI e MELLI, 
1988; WILLIS, 1999). Este componente neurogênico da inflamação pode ser 
responsável por parte da vasodilatação e do extravasamento plasmático que ocorrem 
após a aplicação de carragenina na pata de ratos. Neste contexto inflamatório, a 
atividade antidrômica em fibras aferentes primárias é um mecanismo importante pela 
qual a inflamação neurogênica é induzida  e amplificada.  
Existem muitos mecanismos pelo qual a inflamação pode aumentar a 
probabilidade de deflagração de reflexos da raiz dorsal (WILLIS, 1999). Sluka e 
colaboradores (1995b), sugeriram que a inflamação pode causar uma estimulação de 
mecanismos GABAérgicos no corno dorsal da medula espinhal, sendo visto um 
aumento de células GABA-imunoreativas após a aplicação de carragenina na pata de 
ratos (CASTRO-LOPES, 1994). Um aumento da liberação de GABA de interneurônios 
pode resultar em mais despolarização dos eferentes primários (PAD) e 
consequentemente maior deflagração de reflexos da raiz dorsal (WILLIS, 1999; 
CERVERO; LAIRD, 2003). Outro mecanismo envolvido seria o aumento na atividade do 
co-transportador NKCC1. Este co-transportador é responsável pela concentração 
elevada de íons cloreto no interior da célula aferente primária, assim, quando o GABA 
ativa seu receptor ionotrópico GABAA, os canais de Cl- se abrem, resultando na saída 
desses íons da célula, despolarizando-a. Proteínas quinases dependentes de 
nucleotídeos cíclicos, como o AMPc e o GMPc, são exemplos de sinais de transdução 
que podem regular a atividade deste co-transportador (WILLIS, 1999). Uma 
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interferência farmacológica na medula espinhal que possa agir nesses mecanismos de 
deflagração dos reflexos da raiz dorsal pode ser uma ferramenta importante no 
controle da inflamação periférica. 
No presente estudo o efeito antiedematogênico da morfina intratecal em 
região lombar de ratos, visto primeiramente por Brock, 2006, pôde ser demonstrado 
novamente pela diminuição do edema inflamatório induzido por carragenina aplicada 
na pata de ratos. A morfina produz um significante efeito antiedematogênico similar a 
serotonina (DAHER et al., 2005) e menos intenso que os efeitos observados com 
indometacina (DAHER; TONUSSI, 2003) sob essas mesmas condições.   
A explanação do referido efeito possivelmente envolve a geração de reflexos 
da raiz dorsal (REES et al., 1994) que pode ser modulada pela morfina na medula, 
com então diminuição da inflamação periférica. Todos os três tipos de receptores 
opióides são encontrados no corpo celular do gânglio da raiz dorsal (DRG) e nas 
terminações periféricas de neurônios aferentes primários de humanos e animais 
(STEIN et al., 2001) e podem mediar a hiperpolarização causada pela morfina, 
impedindo assim a geração de reflexo da raiz dorsal, deflagrado por uma 
despolarização destes mesmos terminais (WILLIS, 1999). Estes receptores estão 
associados à inibição da enzima adenilato ciclase (AMPc), aumento da condutância do 
íon potássio e a uma inibição da condutância do íon cálcio (COLLIER; ROY, 1974). 
Todos estes efeitos resultam na diminuição da excitabilidade dos neurônios (LAW et 
al., 2000).  
Levando em conta uma das características vasculares do processo 
inflamatório, a vasodilatação, que envolve em primeiro plano as arteríolas e em 
seguida a abertura de novos leitos capilares na região, resultando em aumento da 
vascularização local com estase do sangue, e considerando os reflexos da raiz dorsal 
que têm sido implicados sabidamente no aumento da atividade antidrômica da 
sinalização em direção à periferia (WILLIS, 1999), onde estão sendo liberados 
neuropeptídeos que causam extravasamento plasmático, agindo sobre a função 
endotelial, seria razoável que a inibição desse “feed back” para a periferia, com uma 
consecutiva diminuição da liberação de neuropeptídeos na área inflamada, resultaria 
na redução da congestão vascular, elucidando provavelmente o efeito 
antiedematogênico da morfina.  
Neste estudo, também foi possível verificar que a morfina intratecal foi capaz 
de diminuir o extravasamento plasmático no modelo de edema induzido pela 
carragenina através da mensuração do Azul de Evans, absolutamente em paralelo à 
inibição do edema. Mesmo não havendo uma investigação sobre o possível 
mecanismo envolvido neste efeito, pelo qual a morfina reduziu a permeabilidade 
vascular, mas sabendo que neuropeptídeos são capazes de promover extravasamento 
por atuar na função endotelial, acredita-se que essa diminuição ocorreu através da 
inibição dos opióides na liberação de neuropeptídeos, como a SP (YAKSH et al., 1980; 
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YAKSH, 1988).  
Sabe-se que carragenina aplicada na pata é capaz de estimular a migração 
de neutrófilos (DI ROSA e SORRENTINO, 1968; VINEGAR et al., 1971). Assim, testou-
se a atividade da enzima MPO como medida indireta para analisar a migração de 
neutrófilos para a região da pata inflamada. Como resultado, observou-se que a 
carragenina efetivamente é promotora de migração e a morfina intratecal não foi 
capaz de alterar este aspecto, ao contrário da administração intratecal de 
ciclohexiladenosina (CHA), um agonista de receptor A1 de adenosina (BONG et al., 
1996; SORKIN et al., 2003) e de um antagonista de receptor NMDA (BONG et al., 
1996), os quais reduziram o acúmulo de neutrófilos em resposta a injeção 
intradérmica de carragenina. Fecho e colaboradores (2006) analisaram o efeito da 
morfina administrada sistemicamente na atividade da MPO de ratos Fischer e Lewis 
(linhagem que demonstram diferentes respostas inflamatórias e imunológicas) e 
obtiveram em ambos, uma diminuição na migração de neutrófilos na pata que recebeu 
carragenina. A explicação para este efeito da morfina sistêmica é incerto, mas 
provavelmente possa ser decorrente de uma ação periférica, já que a aplicação 
intratecal não promoveu nenhuma alteração.  
Quanto a análise direta da migração de neutrófilos, por avaliação 
histopatológica do tecido da pata de ratos com estímulo flogístico, também não houve 
alteração significativa do infiltrado inflamatório. Boettger e colaboradores (2010), com 
o uso de morfina intratecal em modelo de artrite induzida por adjuvante completo de 
Freund (CFA), também não observou histologicamente diferenças nos sinais de 
inflamação aguda, particularmente no infiltrado inflamatório, sendo constatado porém, 
um efeito antiinflamatório na avaliação em fase crônica. Entretanto, o processo 
inflamatório crônico envolve infiltrado característico mononuclear, diferente do perfil 
celular do processo agudo onde a presença marcante é de polimorfonucleares. Vale 
ressaltar assim, que possivelmente o efeito antiedematogênico da morfina intratecal 
ocorreu em decorrência a inibição da abertura de novos leitos capilares da região por 
uma ação possivelemnete em tecido arteriolar, sem interferência significativa nos leitos 
venulares, uma vez que a migração de neutrófilos na inflamação aguda é mais 
proeminente em vênulas (RANG et al., 2007). 
Os mecanismos pelo qual a conectividade sensorial modula a inflamação têm 
sido alvo de estudo em outros modelos, e similares efeitos antiinflamatórios têm sido 
descritos para outros substâncias aplicada espinalmente (BOYLE et al., 2006; BOYLE 
et al., 2002; SLUKA e WESTLUND, 1993; SLUKA et al., 1993; SORKIN et al.,1992; 
WALDBURGER et al., 2008; DAHER; TONUSSI, 2003; DAHER et al., 2005) e todos estas 
substâncias têm um resultado em comum: uma redução da excitabilidade neuronal na 
medula espinhal, seja pré ou pós-sinapticamente (SORKIN et al.,1992; BAR et al., 
2004; SASTRY, 1978;  NEUGEBAUER et al., 1993). O reflexo da raiz dorsal (RRD) 
pode ser uma possível ligação entre o aumento da atividade neuronal nos terminais 
centrais das fibras aferentes primárias e o agravamento da inflamação periférica 
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(WILLIS, 1999). Logo, uma teoria neuromoduladora da inflamação, em que o próprio 
sistema nervoso pode atuar novamente no processo inflamatório.  
Nesta teoria neuromoduladora da inflamação é visto que, os reflexos da raiz 
dorsal transmitidos retrogradamente ao longo das fibras sensoriais contribuem para o 
edema no joelho seguido da indução de artrite experimental em várias espécies (RESS 
et al., 1995; SLUKA et al., 1995b; BOETTGER et al., 2010). A administração espinhal 
de morfina, antagonistas de receptores GABAA, como a bicuculina intratecal e 
antagonistas de receptores não-NMDA e NMDA bloqueiam este edema de joelho 
(SLUKA et al., 1993, SLUKA et al., 1994 e BOETTGER et al., 2010). E este mesmo 
antagonista de receptores GABAA intratecal, mas não antagonistas de receptores 
GABAB, reduzem o edema na pele, seguido de injeção intradermal de capsaicina (LIN 
et al., 1999) e ao que parecem são mediados por reflexos da raiz dorsal 
exclusivamente em fibras sensoriais Aδ e C (LIN et al., 2000). Assim, demonstra que o 
edema pode ser controlado de diferentes formas pela manipulação espinhal de alguns 
neurotransmissores, modificando o processo inflamatório periférico. 
Outra consideração a ser feita é que a morfina pode agir em receptores 
localizados em interneurônios no corno dorsal (CHEN et al., 2005), pois os reflexos da 
raiz dorsal são produzidos não somente como uma função da excitabilidade do 
nociceptor por si mesmo, mas também como uma função da excitabilidade dos 
interneurônios (CERVERO; LAIRD 1996, LIN et al., 1999). Consequentemente, os 
receptores opióides no corno dorsal também podem ter um papel na inibição destes 
interneurônios, e consequentemente nos reflexos da raiz dorsal, e edema. Lembrando 
que existem receptores opióides também em células glias (WATKINS et al., 2005) que 
de alguma forma podem estar contribuindo para o referido efeito com a morfina. 
Vale enfatizar a evidência de que agonistas de receptores opióides podem 
estimular a função do eixo hipotálamo pituitária adrenocortical (HPA) em ratos 
(GONZALVEZ  et al., 1991; PECHNICK, 1993). Brock, 2006  demonstrou que o efeito 
antiedematogênico da morfina nas mesmas condições do presente trabalho não foi 
revertido por pré-tratamento com aminoglutetimida, o qual sugere que um aumento 
nos níveis de esteróides endógenos, devido à estimulação espinhal ou outras 
condições inesperadas de estresse, parece não ser responsável pelo efeito da 
morfina. Fecho e colaboradores, 2007 também observaram em animais com diferente 
reatividade do eixo HPA que ambos demonstraram efeito antiedematogênico da 
morfina em modelo de edema de pata por carragenina.  
Muitos estudos vêm demonstrando que a morfina administrada 
sistemicamente produz redução do extravasamento plasmático (BARTHO e 
SZOLCSÁNYI, 1981; HARGREAVES et al., 1988; JORIS et al., 1990; BARBER, 1993) e 
do edema (HARGREAVES et al., 1988; JORIS et al., 1990; SACERDOTE et al., 1996; 
WALKER et al., 1996, FECHO et al., 2007) induzidos por inflamação. Se estes efeitos 
ocorrem via ativação de receptores periféricos ou centrais é ainda incerto. Para 
Whiteside e colaboradores, 2005 o efeito antiedematogênico da morfina ocorre 
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através de uma ação nos receptores localizados centralmente, pois utilizando um 
agonista específico de receptor opióide na periferia não houve alteração no edema 
inflamatório. Porém, os autores concordam que uma ativação periférica de receptores 
opióides pode afetar alguns componentes do processo inflamatório, tais como 
extravasamento plasmático dado por ativação antidrômica dos nociceptores, sem 
interferir no edema. No efeito antiedematogênico da morfina intratecal é pressumível 
que esteja ocorrendo uma ação medular e não de uma alteração sistêmica promovida 
pela injeção intratecal, uma vez que animais com carragenina na pata anterior que 
receberam morfina intratecal no mesmo segmento lombar de animais com carragenina 
na pata posterior, não tiveram alteração do edema em estudos de Brock (2006). A 
mesma afirmação de um efeito medular da morfina e não sistêmico é compartilhada 
por Boettger e colaboradores (2010) que registraram os efeitos da morfina, em doses 
de 0.6 mg/kg intratecal, enquanto que outros autores somente observaram este efeito 
antiedematogênico com doses sistêmicas maiores (de 2,5 a 58 mg/kg) (WALKER et 
al., 1996, FECHO et al., 2007). No presente estudo foram utilizadas doses de 81 
µg/kg, sendo então possível assumir que o efeito da morfina intratecal no edema 
periférico é presumivelmente, uma ação segmentar em região lombar. 
Sendo assim, a administração intratecal de morfina pode estar modulando a 
inflamação periférica através de uma somação de efeitos, como a inibição na 
excitabilidade dos aferentes primários via ativação de receptores localizados nos 
terminais centrais destas fibras; inibição da liberação de SP dos terminais periféricos 
dos aferentes primários; e uma interferência sobre os interneurônios que estão 
envolvidos na deflagração dos reflexos da raiz dorsal. 
Durante a década de 1980 estudos eletrofisiológicos demonstraram que os 
agonistas de receptores opióides eram capazes de promover a abertura de canais de 
K+ em neurônios, por meio da ativação de proteína G (MYAKE et al., 1989; NORTH, 
1989 ). Estudos subsequentes demonstraram que os efeitos analgésicos da morfina 
intratecal foram antagonizados pela glibenclamida intratecal em diferentes modelos de 
dor (KANG et al., 1997; WELCH; DUNLOW, 1993; KANG et al., 1998; YANG et al., 1998) 
e potencializados pela administração de substâncias capazes de provocar a abertura 
de canal KATP como o nicorandil e a levcromakalim, sendo a glibenclamida capaz de 
abolir essa potencialização (WELCH; DUNLOW, 1993, ASANO et al., 2000). Esses 
estudos sugerem que abertura dos canais KATP desempenham um papel importante no 
efeito antinociceptivo da morfina por via espinhal. 
Outros estudos avaliaram o possível papel dos canais de KCa na 
antinocicepção induzida pela morfina. O bloqueador de canal K+ de baixa condutância 
(SK), apamina (administrado IT) foi incapaz de modificar o efeito antinociceptivo 
da morfina IT no teste  de retirada da cauda (WELCH; DUNLOW, 1993). Embora o 
número de estudos publicados até o momento possa ser considerado pequeno, os 
mesmos sugerem que a abertura dos canais KCa+ não desempenham um papel 
importante na antinocicepção induzida pela morfina (OCAÑA et al., 2004). 
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Poucos estudos têm avaliado o papel dos canais Kv no efeito antinociceptivo 
da morfina. A administração intratecal de 4-aminopiridina e tetraetilamônio (4-AP e 
TEA) não alterou a antinocicepção induzida por morfina sistêmica ou IT no teste de 
retirada da cauda (OCAÑA e BAEYENS, 1994; WELCH e DUNLOW, 1993). Além disso, 
ambos os bloqueadores de canais de K+ (administrado na pata) foram incapazes de 
antagonizar a antinocicepção periférica induzida por morfina no modelo de 
carragenina (RODRIGUES; DUARTE, 2000). Portanto, presumisse que os canais de K+ 
sensíveis a 4-AP e TEA não estão envolvidos na antinocicepção induzida por morfina. 
Entretanto, as ferramentas farmacológicas utilizadas (4-AP e TEA) não são 
bloqueadores seletivos de um determinado tipo de canal de K já que são capazes de 
bloquear canais Kv, mas em altas concentrações podem bloquear alguns KCa e, 
consequentemente, as conclusões extraídas são limitadas (MATHIE et al., 1998; 
KACZOWSKI e GARCIA, 1999).  
Com fundamento nos resultados apresentados neste trabalho, foi possível 
observar o envolvimento de canais de potássio no efeito antiedematogênico da 
morfina IT baseado na resposta de reversibilidade deste efeito pela co-injeção de 
glibenclamida, assim como com os bloqueadores dequalinium e 4-AP, assumindo que 
respectivos canais são igualmente importantes para a inibição do edema de pata 
induzido por carragenina. 
Para corroborar, Bahia e colaboradores (BAHIA et al., 2005) demonstraram 
que os canais de SK em vias sensoriais estão em maior quantidade em lâminas I, II e 
III e que esses canais possuem um papel importante no controle da entrada de 
estímulos sensoriais para a medula espinhal, considerando que as respostas 
neuronais são inibidos quando a atividade do canal SK é aumentada. Fernandes et al. 
(2002, 2005) em modelo de edema de pata induzido por carragenina observaram 
que o tetraetilamônio (TEA), um bloqueador não-seletivo de canais de K, aboliu 
completamente o efeito antiedematogênico de NO. 
A participação da via L-arginina/ NO/ GMPc no efeito antiedematogênico da 
morfina intratecal pode ser demonstrada pelos estudos prévios em nosso laboratório 
por Brock, 2006. Os efeitos antiedematogênicos observados com o uso de um doador 
e um precursor de NO (SNAP e L-arginina, respectivamente) em edema de pata 
induzido por carragenina foram prevenidos pelo inibidor da síntese de NO (L-NNA) e 
por um inibidor da síntese de GMPc (ODQ) (BROCK e TONUSSI, 2008). Os resultados 
de Fernandes et al (2002) também demonstram que o efeito inibitório do NO sobre o 
edema de pata é dependente de GMPc, uma vez que o efeito foi prevenido por um 
inibidor clássico da guanilato ciclase solúvel, o azul de metileno (AM). Essa 
dependencia ao GMPc porém, ocorre nas primeiras horas após a injeção de doadores 
de NO, sendo o efeito prolongado dependente dos canais de K+. Assim, o efeito de 
longa duração do NO parece estar estreitamente relacionado com a ativação de canais 
de K+ (FERNANDES, 2002). 
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O envolvimento do NO na ativação dos canais de K+ de forma direta 
(BOLOTINA et al., 1994), ou via GMPc (ARCHER et al., 1994) vêm sendo documentada 
nos últimos anos. Por fim, como estaria a morfina estimulando a produção de NO? 
Mesmo sendo bem reconhecida a ativação da síntese de NO por cálcio/calmodulina, 
mecanismos alternativos estão sendo propostos. Um desses mecanismos seria a via 
de sinalização PI3K/AKT (DIMMELER et al., 1999; FULTON et al., 1999; CUNHA et al., 
2010) cujo mRNA de PI3Kγ (membro da família PI3K) foi identificado no gânglio da 
raiz dorsal (DRG) de ratos (BARTLETT et al., 1999). Nesta via, a subunidade βγ da 
proteína Gi do receptor opióide por exemplo, ativa PI3Kγ/AKT que estimula a produção 
de NO (STEPHENS et al., 1994). O aumento da indução da produção de NO pela 
morfina nos neurônios no DRG de ratos foi bloqueado pelo inibidor seletivo de PI3Kγ 
(AS605240), bem como pelo inibidor seletivo de AKT. Este mesmo inibidor seletivo de 
PI3Kγ e AKT na intratecal de ratos e nos animais knockdown para PI3Kγ tiveram 
inibição do efeito antinociceptivo da morfina periférica. Neste mesmo estudo, foi 
demonstrado um aumento na condutância de K+ em neurônios de baixo calibre 
(<30µm) na presença de morfina, que foi prevenido por glibenclamida, L-NMMA 
(inibidor de NOS), naloxona ou ambos inibidores seletivos de PI3Kγ e AKT (CUNHA et 
al., 2010). Assim, a abertura dos canais de K+ pela morfina pode ocorrer devido à sua 
capacidade em ativar proteína G, promovendo a produção de NO e a ativação de GMPc 
que promove a abertura de canais de K+. Esta via por sua vez causa uma 
hiperpolarização dos neurônios nociceptivos, contrariando sua excitabilidade.
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6.  CONSID ERAÇÕ ES FINA IS   
 
 
- A administração de morfina intratecal promoveu efeito antiedematogênico 
com envolvimento dos canais de potássio como mecanismo de ação. Visto que, o 
efeito foi revertido por bloqueadores de canais de potássio; 
 
- O extravasamento plasmático foi reduzido pela morfina intratecal através da 
avaliação do corante de Azul de Evans; 
 
- A morfina intratecal demonstrou também uma diminuição na congestão 
vascular pela avaliação histológica do tecido inflamado; 
 
- A migração de neutrófilos e o infiltrado inflamatório avaliados de forma 
direta e indireta na inflamação aguda, não foram alterados pela morfina intratecal em 
modelo de edema de pata induzido por carragenina.  
 
Como sugestão do mecanismo envolvido no efeito antiedematogênico da 
morfina e do envolvimento dos canais de K+ pela via NO/ GMPc, temos na Figura 6.1 
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Figura 6.1 Modelo esquemático da ação da morfina intratecal sobre a inflamação periférica. Um 
processo inflamatório na periferia têm por consequência, a ativação direta dos neurônios 
aferentes primários com liberação de neuropeptídeos vasodilatadores (SP e CGRP) no foco, e 
glutamato (GLU) na medula. O GLU por sua vez ativa interneurônios GABAérgicos medulares 
promovendo a liberação de GABA. Os receptores GABAérgicos ocupados favorecem a saída de 
íons Cl- resultando em despolarização dos aferentes primários, que acentua a liberação de 
neuropeptídeos na periferia. A morfina, administrada por via intratecal, pode se ligar a 
receptores localizados nos aferentes primários e/ou nos interneurônios GABAérgicos, 
hiperpolarizando estas células, diminuindo a liberação de neurotransmissores neste circuito, e 
por consequência reduzindo a liberação de neuropeptídeos na periferia. O mecanismo de ação 
da morfina parece envolver a ativação de NO e GMPc com abertura de canais de K+. A origem 
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